













































established  active  form  1α ,25‐dihydroxyvitamin  D.  The  half‐life  of  25OHD  forms  is 
around 2 to 3 weeks as compared to the other metabolites, which are around 4 h. In recent 
years, a further complexity arose as epimeric forms of 25OHD2  and 25OHD3  have been 



































































































































until  further analysis. Blank hair was selected  from one of  the 70 human hair samples 
(collected in large quantities). The selection of blank hair was carried out by collecting six 
different lots of presumed vitamin D‐free human hair (collected in large quantities, i.e., 
































bination with  the Nexera ultra‐high‐pressure  liquid chromatography  (UHPLC)  system 
(Shimadzu, Japan). The Nexera X2 UHPLC consisted of a modular system design with a 
pump, auto‐sampler, column oven, and degasser. This system uses small particle columns 
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The  method  was  validated  for  vitamin  D3,  vitamin  D2,  25OHD2,  25OHD3, 
1α25(OH)2D2,  1α25(OH)2D3,  3‐epi‐25OHD3,  3‐epi‐25OHD2,  and  inter‐day and  intra‐
day precision and accuracy values, along with recovery values  that were calculated as 











Precision, % CV  Accuracy, %  Precision, % CV  Accuracy, % 
Vitamin D3 
200  79  3.23  100.1  4.82  99.8 
400  77  1.96  100.4  1.95  99.4 
1200  88  1.41  99.9  1.39  100.2 
Vitamin D2 
200  88  6.3  102.1  9.4  101.2 
400  89  10.2  98.5  7.1  99.8 
1200  102  8.6  99.4  3.2  101.3 
25OHD3 
200  86  4.9  99.9  3.4  101.1 
400  89  3.3  100.3  2.7  99.8 
1200  111  2.5  99.7  2.3  98.7 
25OHD2 
200  82  3.5  98.9  3.2  99.8 
400  99  4.3  99.4  3.3  98.9 
1200  104  2.9  99.9  2.3  97.8 
1α25(OH)2 D3 
200  75  3.5  107.2  4.7  100.5 
400  96  2.1  102.3  10.9  102.6 
1200  78  3.3  100.1  8.9  99.9 
1α25(OH)2 D2 
200  76  7.1  98.8  3.2  100.5 
400  87  5.9  99.6  2.7  100.1 
1200  89  3.2  89.9  3.2  100.3 
3‐epi‐25OHD3 
200  78  5.2  98.3  5.3  100.2 
400  89  2.3  102.6  2.1  103.3 
1200  97  4.1  100.9  3.6  108.1 
3‐epi‐25OHD2 
200  92  3.8  99.3  4.3  101.2 
400  94  3.5  98.7  2.1  99.8 
1200  97  3.2  101.2  3.2  99.9 
Also shown in Figure 1 are the precursor and product ion pairs and the optimized 
collision energies used for the MRM method. 



























































































This pilot  study revealed  the potential  for  the development of a hair‐based  assay 
for vitamin D, which conveniently offers a quarter‐year average for the major circulating 
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